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ABSTRACT
Effect of Skin Extract Mangosteen (Garcinia mangostana L.)
Against Sperm Quality And Malondialdehyde Levels of Mice (Mus
musculus) Exposured With 2-Methoxyethanol
Natalia Debi Subani
Levels of Reactive Oxygen Species a high negative impact on sperm
quality and lead to increased levels of malondialdehyde. To overcome this
use of mangosteen peel extract as an antioxidant. This study using mice
exposed to the compound 2-Methohyethanol for 5 days and then
treated with mangosteen peel extract at a dose of 25, 50 and 100 mg / kg
for 35 in the sub cutaneous, while the control group only exposed to 2-
Methoxyethanol. Analysis of quality (motility, morphology, viability,
membrane integrity), and levels of malondialdehyde spermatozoa using
sperm derived from the cauda epididymis. The results showed a dose of
25 mg / kg body weight more effectively improve the speed of motility,
normal morphology and viability of spermatozoa that had been exposed to
2-Methoxyethanol, a dose of 50 mg / kg increased sperm membrane
integrity and reduce levels of malondialdehyde, whereas a dose of 100 mg
/ kg body weight and reduce sperm quality increased levels of
malondialdehyde. The conclusion is mangosteen rind extract improve
sperm quality and reduce levels of malondialdehyde mice that had been
exposed to 2-Methoxyethanol.
Keywords: mangosteen rind extract, motility, morphology, viability,
membrane integrity, levels of malondialdehyde, 2-Methoxyethanol
PENDAHULUAN
Infertilitas merupakan
masalah di seluruh dunia (Naher,
et al., 2011) dan dialami oleh 10-
15% pasangan suami istri (Fritz




istri untuk menghasilkan konsepsi
atau kehamilan setelah satu
tahun atau lebih melakukan
hubungan seks secara teratur
tanpa penggunaan kontrasepsi
(Kefer, et al., 2009) dan faktor
pria sebagai penyebabnya
sebesar 20% dari seluruh kasus
infertilitas (Fritz dan Speroff,
2011).
Ada empat kategori
penyebab utama infertilitas pada
pria, yaitu 1) gangguan fungsi
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hipotalamus-pituitari (1-2%); 2)
gangguan gonad primer (30-40%);
3) gangguan transportasi
spermatozoa (10-20%); serta 4)
idiopatik (40-50%) (Fritz dan
Speroff, 2011). Beberapa tahun
terakhir, banyak peneliti yang
juga mempelajari penyebab-
penyebab infertilitas pria yang
difokuskan pada peranan
reactive oxygen species (ROS)
atau radikal bebas (Darmawan,
2007). Dalam jumlah sedikit ROS
dibutuhkan untuk mendukung
terjadinya proses kapasitasi,
hiperaktifasi, dan reaksi fusi
antara oosit dan spermatozoa.
Namun jumlah ROS yang terlalu
tinggi dapat berdampak negatif
terhadap kualitas spermatozoa
(Kefer, et al., 2009). Menurut
Tremellen (2012), kerusakan
spermatozoa oleh ROS ditemukan
sebanyak 30% - 80% dari kasus
infertilitas pria.
Sumber ROS yang merusak
spermatozoa dapat berasal dari
spermatozoa itu sendiri maupun
dari luar, seperti aktivitas
berlebihan, peningkatan
temperatur skrotum, adanya
infeksi, rokok, alkohol, polusi dan
komponen industri. Produk
industri berdampak sangat luas
terhadap manusia dan kesehatan
lingkungan, dimana komponen
yang berdampak pada fertilitas
ada beberapa kelompok. Sebagai
contoh adalah komponen phtalate
(Kefer, et al., 2009), khususnya
kelompok senyawa ester ftalat
(Hayati, et al., 2006).
Ester ftalat sering
digunakan sebagai bahan
pelentur dalam industri plastik
serta pelarut cat, vernis, pewarna,
tinta, dan kosmetik, serta sebagai
bahan anti mogok pada bahan
bakar kendaraan bermotor. Salah
satu senyawa ester ftalat yang
paling berbahaya adalah 2-
Methoxyethyl Phthalate (DMEP).
Senyawa DMEP dalam tubuh
manusia dihidrolisis menjadi 2-
Methoxyethanol (2-ME) yang
selanjutnya akan dioksidasi oleh




Methoxyacetic Acid (MAA), yang
merupakan bahan toksik,
khususnya bagi organ reproduksi
(Hayati, et al., 2006).
Senyawa 2-ME merupakan
pelarut tidak berwarna yang
dapat masuk ke dalam tubuh
melalui sistem pernapasan, kulit,
dan sistem pencernaan
(Wahyuningsih, 2008). Senyawa
2-ME akan tersebar luas dan
masuk ke dalam sirkulasi darah
kemudian menuju organ yang
sensitif terhadap zat tersebut
yaitu testis, limpa dan timus
(Marulyananda, 2012). Paparan





spermatozoa (Hayati, et al., 2004).
Senyawa ini dapat menyebabkan
stres oksidasi pada spermatozoa
yang merupakan penyebab utama
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Kadar ROS yang tinggi dalam sel
dapat mengoksidasi lipid, protein,
dan DNA. Lipid membran plasma
spermatozoa memiliki fosfolipid
dengan kadar yang tinggi
sehingga menyebabkan
spermatozoa sangat rentan








antara kadar MDA spermatozoa
dan integritas membran
spermatozoa sehingga dapat
dijelaskan bahwa tingginya kadar




spermatozoa (Hayati, et al., 2006).
Untuk mencegah efek dari
reaksi oksidasi oleh 2-ME
diperlukan antioksidan yang dapat
menangkal radikal bebas dan
diharapkan dapat meningkatkan
kualitas spermatozoa (Showell, et
al., 2012). Antioksidan merupakan
scavenger dan menekan efek dari
ROS dan peroksidasi lipid. Sumber




kulit buah manggis. Kulit buah
manggis yang biasanya dibuang
ternyata dapat dikembangkan
sebagai obat (Nugroho, 2012).
Ekstrak kulit buah manggis
berpotensi sebagai antioksidan.
Antioksidan dari beberapa jenis
ekstrak kulit buah manggis
(ekstrak air, etanol, dan etil asetat)
berpotensi sebagai penangkal
radikal bebas. Hasil dari ekstrak
air dan etanol mempunyai potensi
antioksidan yang lebih besar dari
ekstrak etil asetat. Sampai saat ini
belum ada penelitian tentang
pemanfaatan kulit buah manggis
terhadap kualitas spermatozoa
(motilitas,morfologi, viabilitas,
dan integritas membran) dan
kadar MDA yang telah terpapar 2-
ME. Dengan demikian maka perlu
dilakukan penelitian untuk
mengetahui manfaat ekstrak
kulit buah manggis terhadap
kualitas spermatozoa dan kadar
MDA mencit yang terpapar 2-ME.
Penelitian ini bertujuan
untuk membandingkan pengaruh
ekstrak kulit buah manggis
dengan dosis bertingkat terhadap
kualitas spermatozoa dan kadar
MDA mencit yang terpapar 2-ME.
METODE
Jenis penelitian ini adalah
eksperimental murni (true
experimental) laboratorik dengan
pendekatan post test only control
group design.
Hewan coba menggunakan
mencit (Mus musculus) strain
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Balb/c dengan berat badan rata-
rata 25 gram per ekor sebanyak
30 ekor yang dibagi menjadi
empat kelompok terdiri atas satu
kelompok kontrol dan tiga
kelompok perlakuan. Semua
kelompok diberi paparan 2-ME
200 mg/kgBB selama 5 hari,
selanjutnya hari ke 6-40 kelompok
perlakuan (P1, P2, P3) diberikan
ekstrak kulit buah manggis
dengan dosis 25, 50 dan 100
mg/kgBB yang dilarutkan dengan
CMC 0,5% sedangkan kelompok
kontrol (K0) hanya diberikan CMC
0,5%. Semuanya diberikan
melalui injeksi sub kutan.
Penelitian dilakukan di
Rumah Hewan dan Laboratorium
Genetika Molekuler Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas
Airlangga Surabaya selama bulan
Mei – Juni 2013.
1. Pembuatan Ekstrak Kulit Buah
Manggis
Kulit buah manggis ditimbang
sebanyak 1 kg dan dikering
anginkan sampai kering. Kulit buah
manggis yang kering dihaluskan,
lalu direndam dengan etanol 96 %
sebanyak 1 L selama satu malam.
Fraksi etanol dipisahkan dari serbuk
kulit buah manggis yang telah
direndam dengan cara disaring.
Dilakukan evaporasi etanol dengan
menggunakan rotary evaporator
selama 2 hari,selanjutnya dilakukan
pengeringan dengan freeze dry





jantan dewasa galur BALB/c




suasana tempat penelitian selama
tujuh hari . Perlakuan dilakukan
selama 40 hari. Setelah diberikan
perlakuan, pada hari ke 41 mencit
dikorbankan dengan kloroform
dan dibedah di bagian bawah
abdomen untuk diambil epididimis
bagian cauda. Kemudian cauda
epididimis sepanjang 0,5 cm
dicacah dalam 1 ml larutan NaCl
0,9% dengan menggunakan
gunting dan scalpel sampai
terbentuk suspensi sperma.






manusia maupun hewan ternak.
Motilitas spermatozoa mencit
ditentukan dari banyaknya jumlah
spermatozoa yang bergerak
hiperaktif maju ke depan dan
cepat. Motilitas permatozoa
menggunakan mikroskop cahaya
dengan pembesaran 40x per 100
spermatozoa dengan
pengulangan sebanyak 6x dan







suspensi spermatozoa pada kaca
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obyek. Satu tetes spermatozoa
diteteskan di satu ujung gelas
obyek, kemudian diberi 1 tetes
Eosin 1% dan 1 tetes Nigrosin
10%, kemudian dihomogenkan
dan dibuat hapusan dan dikering
anginkan selama 2-4 menit.
Sebanyak 100 sel spermatozoa
diamati morfologinya (%) dibawah
mikroskop cahaya dengan
pembesaran 40x. Morfologi yang
baik adalah bila kepala dan leher






warna Eosin 1 % dan Negrosin
10% yang dicampurkan pada
spermatozoa. Apabila
spermatozoa mati, akan
menyerap zat warna yang ada
disekitarnya sehingga warnanya
menjadi merah sedangkan yang









dengan uji HOS tes. Suspensi
sperma 0,5 ml ditambah 4,5 ml
larutan pengembang (0,735 gram
sodium citrat dihydrate
(Na3C6H5O7,2H2O) dan 1,351
gram fruktosa dalam 100 ml air
destilasi) dicampur dengan hati–
hati menggunakan pipet,
kemudian diinkubasi di dalam
inkubator CO2 pada suhu 37 °C
selama 60 menit. Setelah
diinkubasi larutan tersebut
diambil satu tetes dan diletakkan
pada gelas objek selanjutnya
ditambahkan satu tetes larutan
Eosin 1% dan Negrosin 10%.
Kemudian dibuat preparat ulas
dan diamati di bawah mikroskop
cahaya dengan pembesaran 40×.
Integritas spermatozoa dihitung











protein yang ada di sekitarnya
dengan penambahan 0,5 ml asam
trikloroasetat 20% kemudian
disentrifugasi selama 10 menit
pada 5000 rpm untuk
mempercepat pengendapan
protein. Supernatan spermatozoa
sebanyak 1000 µl ditambah 200
µl natrium thiobarbiturat 1% dan
8,8 ml asam klorida 1 N pada labu
ukur. Larutan tersebut kemudian
diinkubasi di atas penangas air
selama 135 menit dengan suhu
50 °C. Setelah itu larutan
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8. Analisis Data
Analisis data menggunakan
Multivariat Analisis Of Varian
(MANOVA).
HASIL PENELITIAN
Data hasil penelitian diuji
statistik menggunakan SPSS, hasil
uji non parametrik One Sample
Kolmogrov-Smirnov menunjukkan
data terdistribusi normal dengan
nilai Z > 0,05. Selanjutnya
dilakukan uji Multivariate Analyze
of Variance dengan nilai p < 0,05
pada variabel motilitas, morfologi,
viabilitas dan integritas membran
sedangkan pada kadar MDA
bernilai > 0.05. Untuk variabel
dengan nilai p < 0,05 dilakukan
uji Post Hoc Fisher’s LSD untuk
menganalisis varians signifikan
antar kelompok perlakuan.






pada berbagai perlakuan dapat
dilihat pada gambar di bawah.





untuk kelompok perlakuan (P1, P2,





tampak bahwa dosis ekstrak kulit
buah manggis yang paling baik
untuk meningkatkan motilitas
spermatozoa mencit yang
terpapar 2-ME adalah 25 mg/kgBB,
tetapi semakin tinggi dosis (50
dan 100 mg/kgBB) semakin
menurunkan kecepatan motilitas
spermatozoa.








kepala, leher yang patah dan ekor
melingkar sangat sering dijumpai
selama pengamatan.
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Gambar : Morfologi spermatozoa
mencit (a. Normal; b. Cacat
kepala; c. Cacat leher;
d. Cacat ekor)
Gambar berikut yang







perlakuan dengan dosis ekstrak




spermatozoa yang cacat dapat
dilihat pada gambar tersebut.





Berdasarkan gambar di atas
terlihat bahwa ekstrak kulit buah
manggis dosis 25 mg/kgBB
meningkatkan prosentase
morfologi normal spermatozoa
namun saat dosis ekstrak




terutama dosis 100 mg/kgBB.
Dosis ini meningkatkan angka
kecacatan spermatozoa
dibandingkan kelompok kontrol.





gambar berikut ini mewakili
gambaran spermatozoa yang
hidup dan yang mati.
Spermatozoa yang hidup (kiri)
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spermatozoa yang mati berwarma
ungu karena menyerap warna.
Gambar 5.4 Viabilitas




gambar berikut dan menunjukkan
prosentase rata-rata spermatozoa
yang hidup pada kelompok
kontrol adalah 42,83±7,414;
kelompok perlakuan dengan dosis
ekstrak 25, 50 dan 100 mg/kgBB
adalah 72,17±3,545;
48,33±6,439 dan 47,00±4,858%.
Gambar: pengaruh ekstrak kulit
buah manggis terhadap
prosentase viabilitas spermatozoa
mencit yang terpapar 2-ME
Gambar ini memperlihatkan






menjadi 50 dan 100 mg/kgBB
jumlah spermatozoa yang hidup
dan yang mati hampir setara
dengan kelompok kontrol.







yang baik dengan pembengkakan
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Hasil penelitian yang tertera
pada gambar di bawah ini
menunjukkan rata-rata
prosentase integritas membran
spermatozoa yang baik pada
kelompok kontrol sebanyak
3,83±0,983; kelompok perlakuan
(P1, P2, P3) sebanyak 6,00±1,673;
11,00±1,517 dan 4,33±1,211%.






menunjukkan bahwa dosis 50
mg/kgBB ekstrak kulit buah
manggis meningkatkan
prosentase integritas membran
spermatozoa yang baik pada
mencit yang terpapar 2-ME.
5. Pengaruh Ekstrak Kulit Buah
Manggis Terhadap Penurunan
Kadar MDA Spermatozoa Mencit
Yang Terpapar 2-ME
Hasil penelitian dapat dilihat
pada gambar dibawah yang
menggambarkan nilai rata-rata
kadar MDA spermatozoa yang
baik pada kelompok kontrol
sebesar 19,61±5,569. Pada
kelompok perlakuan dengan dosis
ekstrak 25 mg/kgBB kadar
MDAnya 19,56±2,207; kelompok
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adanya penurunan kadar MDA
spermatozoa mencit yang
terpapar 2-ME terdapat pada
pemberian ekstrak kulit buah











menggerakkan flagela. Hal ini
sejalan dengan teori yang
menyatakan bahwa sehingga jika
terjadi gangguan pada
mitokondria maka motilitas akan
terganggu (Susmiarsih, 2010).
Fungsi mitokondria dapat berjalan
dengan baik jika integritas
membrannya baik (Bucak, et al,
2010).
Pernyataan tersebut
mendukung hasil penelitian yang
mengindikasikan banyaknya
spermatozoa yang mengalami
kerusakan membran dan fakta
selama pengamatan banyaknya
spermatozoa yang immotil.
Namun karena tujuan dalam
penelitian ini adalah mengukur
kecepatan motilitas spermatozoa
sehingga hal itu tetap dapat
dilakukan pada spermatozoa yang
motil.
Peningkatan kecepatan
motilitas spermatozoa pada dosis
ektrak 25 mg/kgBB dapat
disebabkan karena terciptanya
keseimbangan antioksidan
enzimatik dan non enzimatik di
dalam sel spermatozoa.
Kandungan antioksidan di dalam
ekstrak kulit buah manggis
terutama xanthone dapat
menetralkan radikal bebas
(Pasaribu, et al, 2012) namun
antioksidan tersebut tampaknya
tidak bekerja secara efektif pada
dosis 50 dan 100 mg/kgBB. Hal ini
menimbulkan dugaan bahwa ada
zat aktif lain yang terkandung
dalam ekstrak kulit buah manggis




normal pada dosis ekstrak 25
mg/kgBB lebih banyak dari dosis
50 dan 100 mg/kgBB. Keadaan ini
dapat disebabkan karena
antioksidan yang terkandung di
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dalam ekstrak mencegah




baik kepala, leher maupun ekor
yang terjadi pada dosis ektrak
100 mg/kgBB mengindikasikan
tidak efektifnya kerja antioksidan
dalam menetralisir ROS. Kejadian
ini juga menimbulkan dugaan
bahwa dosis ekstrak tersebut
justru bersifat toksik dan
meningkatkan kadar ROS yang
tidak dapat ditolerir oleh
antioksidan yang secara fisiologis
terdapat pada spermatozoa. Hal
ini sejalan dengan pernyataan
tentang adanya korelasi negatif
antara kadar ROS dengan proporsi
spermatozoa normal namun
berkorelasi positif dengan jumlah
spermatozoa yang cacat kepala
(amorphous, kerusakan akrosom),
midpece defect, cyto-plasmic
retention, tail defects, dan sperm







antioksidan yang terkandung di




spermatozoa. Kondisi ini juga
dapat diakibatkan karena
pemberian 2-ME. Pernyataan ini
didukung oleh hasil penelitian
terdahulu yang menyatakan










yang hidup hanya terjadi pada
dosis ekstrak 25 mg/kgBB
sedangkan dengan peningkatan
dosis (50 dan 100 mg/kgBB)
jumlah spermatozoa yang hidup
dan mati hampir setara dengan
kelompok kontrol yang tidak
mendapatkan ekstrak. Hal ini
dapat disebabkan karena kondisi
keseimbangan antara antioksidan
yang ada di dalam sel (Bucak, et
al, 2010) pada dosis 25 mg/kgBB
lebih baik dibandingkan dosis
lainnya.
Antioksidan enzimatik dan
non enzimatik berfungsi sebagai
scavenger terhadap radikal bebas
(Kefer, Agarwal, Sabanegh, 2009).
Dalam penelitian ini dosis
manggis 50 dan 100 mg/kgBB
tidak mampu memperbaiki angka
viabilitas spermatozoa. Hal ini
mungkin disebabkan karena dosis
ini berperan sebagai ROS karena
telah bersifat toksik jika diberikan
dalam waktu lama terlebih
dengan kemungkinan adanya
interaksi antara ekstrak dan 2-ME









spermatozoa dalam penelitian ini,
baik itu pada kelompok kontrol
maupun kelompok perlakuan
memiliki angka kerusakan yang
sangat tinggi. Akan tetapi, tetap
ada perbedaan pengaruh




dengan kelompok kontrol yang
hanya mendapatkan 2-ME.
Peningkatan prosentase integritas
membran yang baik tampak pada
dosis ekstrak 50 mg/kgBB.
Keadaan ini dapat
disebabkan karena tingginya
kadar MDA yang mengindikasikan
proses peroksidasi lipid juga tinggi
sehingga merusak membran
plasma dan menandakan kecilnya
efektifitas antioksidan yang
terkandung dalam buah manggis
untuk memperbaiki integritas
membran yang telah dirusak oleh
2-ME. Selain itu ada kemungkinan
bahwa pemberian ekstrak kulit
buah manggis pada dosis tertentu
dalam jangka waktu yang lama





Dalam penelitian ini, hanya
kelompok perlakuan dengan dosis
ekstrak 50 mg/kgBB yang efektif
menurunkan kadar MDA
spermatozoa. Hal ini menandakan
kemampuan antioksidan yang
terkandung dalam ekstrak kulit
buah manggis untuk menurunkan
kadar MDA spermatozoa yang
telah terpapar 2-ME kurang baik
dan diduga ada zat aktif lain yang
terkandung di dalam ekstrak
tersebut yang mekanisme
kerjanya berlawanan dengan
fungsi antioksidannya. Namun jika
dibandingkan dengan kelompok
kontrol yang tidak mendapatkan
terapi ekstrak terlihat bahwa
tetap ada penurunan kadar MDA
terutama pada dosis 50 mg/kgBB.
Kejadian ini menimbulkan
dugaan bahwa pemberian ekstrak
kulit buah manggis dalam waktu
yang lama dengan cara
diijeksikan juga meningkatkan
kadar ROS. Selain itu dengan
pemberian 2-ME yang bersifat
toksik serta banyaknya jumlah
spermatozoa yang mati juga
menyebabkan peningkatan
kejadian stres oksidatif yang
ditunjukkan oleh peningkatan
kadar MDA. Peningkatan produksi
ROS dan kadar MDA ini
dihubungkan dengan penurunan
potensial membran mitokondria
yang merupakan indikator penting
untuk integritas fungsional
spermatozoa (Darmawan, 2007).








proses fertilisasi dan motilitas
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membran dan morfologi normal
spermatozoa tinggi maka
motilitas juga tinggi, demikian
sebaliknya.
Motilitas dan morfologi juga
dipengaruhi oleh integritas





motilitas tidak dipengaruhi oleh
viabilitas karena belum tentu
spermatozoa yang hidup memiliki
motilitas yang baik.
Viabilitas dipengaruhi oleh
integritas membran karena jika
integritas membran buruk maka
spermatozoa yang mati juga
meningkat. Demikian juga dengan
integritas membran yang sangat
dipengaruhi oleh kadar MDA








enzimatik (Kefer, Agarwal dan
Sabanegh, 2009). Pemberian
ekstrak kulit buah manggis








penelitian toksisitas akut maupun
sub kronis ekstrak etanol kulit
buah manggis selama 28 hari
tidak menunjukkan efek toksik
yang berarti (Nugroho, 2012).
Peningkatan dosis obat
seharusnya akan meningkatkan
respon yang sebanding dengan
dosis yang ditingkatkan, namun
dengan meningkatnya dosis
peningkatan respon pada
akhirnya akan menurun, karena
sudah tercapai dosis yang sudah
tidak dapat meningkatkan respon
lagi. Hal ini sering terjadi pada
obat bahan alam, karena
komponen senyawa yang
dikandungnya tidak tunggal
melainkan terdiri dari berbagai




dengan peningkatan dosis, jumlah
senyawa kimia yang dikandung
semakin banyak, sehingga terjadi
interaksi merugikan yang
menyebabkan penurunan efek
(Pasaribu, Sitorus dan Basri, 2012).
SIMPULAN
1. Ekstrak kulit buah manggis
dosis 25 mg/kgBB
meningkatkan sedangkan dosis




2. Dosis ekstrak kulit buah
manggis yang efektif
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meningkatkan prosentase
morfologi normal spermatozoa
mencit yang terpapar 2-ME
adalah 25 mg/kgBB sedangkan
dosis 50 dan 100 mg/kgBB
meningkatkan angka
kecacatan spermatozoa
3. Ekstrak kulit buah manggis










terpapar 2-ME terutama dosis
50 mg/kgBB




terpapar 2-ME adalah 50
mg/kgBB
SARAN
1. Perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut tentang jenis
ekstrak yang paling baik dari
kulit buah manggis sehingga
dapat dimanfaatkan oleh
manusia
2. Perlu adanya penelitian lebih
lanjut keefektifan kandungan
antioksidan pada kulit buah
manggis dengan mengisolasi
zat-zat aktifnya
3. Perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut tentang toksisitas
ekstrak kulit buah manggis.
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